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^t) L'Invention conceme un matdrtel viral qui comprend un 
aUSSie nucl6lque comprenant una s^uence nucleotidlque 
consistant en la s^uence nucltetldlque SEQ ID N01 ou sa 
s^uence oompldmentaire, ou une s^uence 6qutvalente, 
notamment une s^uence nucltetidlque, pr^entant au 
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gle avec la s^uence nucltetidlque SEQ ID N01 ou sa se- 
quence compldmentaire, et comprenant au molns 10 nu- 
dtetldes contlgus. 

L'Invention oonceme en outre les utilisations de ce mate- 
riel viral. 
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La sclerose en plaques (SEP) est une maladie 
d6xny61inisante du systfeme nerveux central (SNC) dont la 
cause reste encore inconnue. 

De nombreux travaux ont 6tay6 I'hypothfese d'une 
5 fetiologie virale de la maladie, mais aucun des virus 
connus testes ne s'est aver§ etre 1» agent causal 
recherche : une revue des virus recherchfes depuis des 
annees dans la SEP a §t6 faite par E. Norrby (Prog. Med. 
Virol., 1978 ; 24, 1-39) et R.T. Johnson(dans ''Handbook of 

10 clinical neurology, 47 Demyelinating diseases". Vinken P. 
et Bruyn G.W. , eds. Amsterdaun, Elsevier Science 
Publishing, 1985, 319-336). Paralldlement , la possibility 
d»un facteur exogdne et/ou infectieux est suggerSe par 
1* existence d>epid6inies localis^es ou "clusters" de SEP 

15 comme ce qui a etfe observe dans les lies Feroes entre 1943 
et 1960 (Cook 1980), en Sardaigne (Rosati, 1988), en 
Norv&ge (Riisse, 1991), ainsi que par les etudes sur les 
migrants (Elian, 1990) . Parmi tous les facteurs exog&nes 
sugg^res, les virus ont 6te etudi^s le plus souvent et une 

20 fetiologie virale est classicjuement 6voqu6e. 

L" observation, dans la SEP, de pbSnomdnes 
assimilables a une r6action d'auto-immunitfe a conduit 4 
une hypothdse 6tiologique auto-immune "essentielle" 
(voir : Lisak R.P., Zweiman B. New Engl. J. Med. 1977 ; 

25 2 97 , 8 50-8 53, et, Lassmann H. et Wisniewski H.M. Arch. 
Neurol. 1979 ; 36, 490-497). Cependant, cette auto- 
immunity dirigfee centre certains composants du systtoe 
nerveux central (SNC) s'est revelee peu specif ique de la 
SEP et frequente dans les inflammations du SNC, associ6es 

30 ou non a une infection, ainsi que cela a et6 montrfe par 
Hirayama M. et coll. (Neurology 1986 ; 36, 276-8), Kenneth 
G. Warren et coll. (Annals of Neurology 1986 ; 20, 20-25), 
Suzumura A. et coll. (Journal of Neuro immunology 1986 ; 
11, 137-47), et, Tourtelotte W. et coll. (Journal of 

35 Neurochemistry 1986 ; 46, 1086-93). De plus, comme I'a 
fait remarquer E-J. Field (The Lancet 1989 ; I, 1272.) 
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aucune des therapeutiques immunosuppressives n'a permis 
d'obtenir des resultats decisifs contre la SEP. II semble 
maintenant probable cjue les manifestations "auto-immunes" 
sont induites par un mfecanisme d'origine virale : 
5 co-sensibilisation a des determinants viraux associes d 
des molecules d'origine cellulaire, phenomdnes de 
mimStisme mol6culaire, comme cela a fete deer it par 
Fujinami R-S et Oldstone M.B.A (dans •'Molecular mimicry : 
Cross-reactivity between microbes and host proteins as a 

10 cause of autoimmunity", Oldstone M.B.A., ed. . Current 
Topics in Microbiology and Immunology, vol. 145, Berlin, 
Springer-Verlag, 1989) ou, selon P. Rudge (Journal of 
Neurology, Neurosxirgery and Psychiatry, 1991 54, 853-855), 
par expression de superantigdnes rStroviraux. 

15 Des travaux ont etayS une hypothSse selon laquelle 

un retrovirus serait a I'origine de la maladie : la 
d^couverte recente par A. Gessain et coll. (J. Infect. 
Disease 1988 ; 1226-1234) , de syndromes neurologigues 
associes au virus HTLV-I, connu a I'origine comme agent de 

20 leucfemies T de I'adulte, a conduit de nombreux auteurs, 
tels que H. Koprowski et coll. (Nature 1985 ; 318, 154), 
M.Ohta et coll. (J. Imunol. 1986 ; 137, 3440), E. P. Reddy 
et coll. (Science 1989 ; 243, 529), S.J. Greenberg et 
coll. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1989 ; 86, 2878), J.H. 

25 Richardson et coll. (Science 1989 ; 246, 821), S.L. Hauser 
et coll. (Nature 1986 ; 322, 176) et A. Karpas et coll. 
(Nature 1986 ; 322, 177), a rechercher une implication de 
ce retrovirus humain dans la SEP, cependant sans succ&s ou 
avec des r6sultats fevoquant des reactions crois6es. 

30 Par ailleurs, il existe un modele animal trds 

proche de la SEP, induit par un retrovirus : le virus 
MAEDI-VISNA du mouton . II est connu que 1« infection 
naturelle par ce virus peut provoquer deux types de 
maladies chez cet animal : le Maedi, une pneumonie 

35 interstitielle lymphocytaire qui peut survenir lors de la 
prime- infection par ce retrovirus et une pathologie 
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neurologique dfemyelinisante tardive suivant generalement: 
une phase de latence prolongee, le Visna* La 
physiopathologie du Visna naturel concorde avec la plupairt 
des donnSes cliniques et biologiques de la SEP, comme le 
5 rapportent Johnson R.T. (Rev, Infect. Dis. 1985 ; 7, 
66-67), Narayan O. et Cork L.C. (Rev. Infect. Dis. 1985 ; 
7, 89-98 ), et Nathanson N. et coll. (Rev. Infect. Dis. 
1985 ; 7, 75-82). L' infection expSrimentale des moutons 
par inoculation intra-ventriculaire de souches 

10 neurovirulentes du virus VISNA a permis d'fetablir la 
responsabilitg de ce virus dans la gendse de cette 
affection d6my61inisante du mouton. Comme l"expliquent 
Nathanson N. et coll. (Rev. Infect. Dis. 1985 ; 1, 75-82), 
Hoffman P.M. et Panitch H.S. (dans, "Handbook of clinical 

15 neurology, 12 : Viral diseases" R.R. Mc Kendall, ed. . 
Elsevier science Publishing, Amsterdam, 1989, p. 453-466), 
et A. Haase (Nature 1986 ; 322, 130-136), elle diffdre de 
!• infection naturel le par ses consequences 

neiiropathologiques exacerb6es, mais regte proche de la 

20 SEP. II est de plus notable que, dans 1' ensemble des 
travaux effectu^s sur ce sujet par les autexirs prficitfis, 
notamment, le virus Visna est rSgulidrement retrouv6 dans 
les cellules de plexus choroldes du cerveau qui 
constituent un site de latence et de replication 

25 occasionnelle du provirus Visna; la localisation de ces 
cellules h 1« interface sang/liquide cSphalo-rachidien 
(LCR) explique certainement ce phenomdne. 

R^cemment, un retrovirus, different des retrovirus 
humains connus a ete isoie chez des patients atteints de 

30 SEP par H. Perron et coll. (Res. Virol. 1989 ; 140, 
551-561/ dans : **Current concepts in multiple sclerosis" 
Wietholter et coll., eds. Amsterdam, Elsevier, 1991, 
p. 111-116/ The Lancet 1991 ; 337, 862-863). Les auteurs 
ont aussi pu montrer que ce retrovirus pouvait etre 

35 transmis in vitro, que des patients atteints de SEP 
produisaient des anticorps susceptibles de reconnaltre des 
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proteines associees a !• infection des cellules 
leptomen ingles par ce retrovirus et que 1* expression de ce 
dernier pouvait #tre fortement stimulee par les gtoes 
immfediats-prScoces de certains herpesvirus (Perron et 
5 coll. Herpes simplex virus ICPO and ICP4 immediate-early 
proteins strongly enhance expression of a retrovirus 
harboured by a leptomeningeal cell-line from multiple 
sclerosis. 1993. J. Gen. Virol. 74 ; 65-72). 

Tous ces rSsultats plaident en faveur du rdle dans 

10 la SEP d'au moins un retrovirus inconnu ou d*un virus ou 
de tout agent pathogdne, ayant une activite transcriptase 
inverse detectable selon la methode publiSe par H. Perron 
et coll. (Res. Virol. 1989 ; 140, 551-561) et qualifi6e 
d' activity "RT de type LM7»*. 

IS Recemment, les travaux de la demanderesse ont 

permis d*obtenir deux lign^es continues de cellules 
infectees par des isolats naturels provenant de deux 
patients diffSrents atteints de SEP, par un procfide de 
culture tel que decrit dans la demande de brevet n* 

20 WO 93/20188. Ces deux lign^es d^rivees de cellules de 
plexus-choroXdes humains, d6nomra&es PIiI-2 et IiM7PC ont 6t6 
d^posfies a I'ECACC respectivement le 22 juillet 1992 et le 
8 janvier 1993, sous les num6ros 92072201 et 93010817, 
conform6ment aux dispositions du traits de Budapest. Par 

25 ailleurs, les isolats viraux poss^dant une activity RT de 
type IiM7 ont ^galement ete deposes Sl I'ECACC sous la 
denomination globale de "souches". La "souche" ou isolat 
h6berg6 par la lign^e PLI-2, dgnomm^e POL-2, a 6t6 dSposSe 
le 22 juillet 1992 sous le n* V92072202 .La "souche" ou 

30 isolat hSberg^ par la lignfee LM7PC, denomm^e NS7PG, et a 
6t6 d6pos6e le 8 janvier 1993 sous le n* V93010816. 

A partir des cultures et des isolats prficit^s, 
caractSrises par des critferes biologiques et 
morphologiques, on a caracterise le materiel nucl^ique 

35 associS aux particules virales produites dans ces 
cultures, comme decrit ult€rieurement . 
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Ces travaux ont notamment permis d • identifier ou 
isoler un virus humain prSsentant une activity 
transcriptase inverse issu des souches virales pr6cit6es. 

Ainsi, les objets de la prfesente invention sont 

5 les suivants: 

- un matferiel viral comprenant xin acide nuclfiique 
qui comprend une sequence nuclfeotidique consistant en la 
sequence nuclfeotidique SEQ ID NOl ou sa sequence 
compl&nentaire, ou une sequence equivalente, notamment une 

10 sequence nucl6otidique, prSsentant au moins 50 % et 
prfefferentiellement au moins 70 % d'homologie avec la 
s6quence nucleotidique SEQ ID NOl ou sa sequence 
compl6mentaire, et comprenant au moins 10 nucleotides 
contigus , 

15 - un materiel viral comprenant un acide nuclfeique 

qui comprend une sequence nucl6otidique consistant en une 
sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID M02, 
SEQ ID N03, SEQ ID N04 et SEQ ID N05, leurs sequences 
compiementaires, et leurs sequences equivalentes, 

20 notamment les sequences nucieotidiques d'au moins 10 
nucleotides, presentant au moins 50 % et 

preferentiellement au moins 70 % d'homologie avec I'une 
quelconque des sequences nucieotidiques choisies parmi SEQ 
ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04 et SEQ ID N05 et leurs 

25 sequences compiementaires, 

- un virus humain a I'etat substantiellement 
isoie, possedant une activite transcriptase inverse, 
apparente a une famille d 'elements retroviraux endogSnes 
et associe a la sclerose en plaques, issu d'une souche 

30 virale possedant une activite transcriptase inverse, 
choisie parmi les souches virales d6nommees respectivement 
POL-2, deposee le 22.07.1992 auprds de I'ECACC sous le 
numero d'accSs V92072202, et MS7PG d6posee le 08.01.93 
auprSs de I'ECACC sous le numero d'accds V93010816, et des 

35 souches variantes consistant en des virus comprenant au 
moins un antigene qui est reconnu par au moins un 
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anticorps dirigS contie au moins un antigfene correspondant 
de I'un ou 1' autre des virus des souches virales POL-2 et 

MS7PG prfecitees, 

- un virus humain a I'etat substantiellement 
5 isol6, possedant une activity transcriptase inverse, 

apparent^ a une famille d'616inents retroviraux endogfines, 
et associfi a la sclerose en plaques, produit par line 
lignfee cellulaire choisie parmi les lignfees cellulaires 
d4noiiim6es respectivement PLI-2 d6pos6e le 22.07.1992 

10 auprfis de I'ECACC sous le nxmfero d'accfes 92072201 et IH7PC 
d6pos6e le 08.01.93 auprfes de I'ECACC sous le num6ro 
d'accfes 93010817, et toutes les cultures cellulaires 
infectfees susceptibles de produire un virus comprenant au 
moins un antigSne qui est reconnu par au moins un 

15 anticorps dirigfe centre au moins un antigfene correspondant 
de I'un ou 1' autre des virus produits par les lign^es PLI- 
2 et LM7PC pr6cit6es, 

- un material retroviral humain, assocife a la 
sclerose en plaques, comprenant un acide nuclfeique 

20 comprenant une sequence nuclfeotidique d'au moins 10 
nucleotides, presentant au moins 50 % d'homologie avec une 
sequence nucl6otidique appartenant au g6ne pel du genome 
du retrovirus denomme ERV-9 ou HSERV-9, 

- un materiel retroviral humain associe a la 
25 sclerose en plaques, comprenant un acide nucieique 

comprenant une sequence nucieotidique codant pour une 
sequence peptidique d'au moins 10 acides amines, 
presentant au moins 50 %, et de preference au moins 70 % 
d'homologie avec une sequence peptidique codee par le gSne 
30 pol du genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9, 

- un materiel retroviral humain, associe a la 
sclerose en plaques, comprenant un acide nucieique 
comprenant une sequence nucieotidique codant pour une 
sequence peptidique d'au moins 10 acides amines, 

35 presentant au moins 50 % et de preference au moins 70 % 
d'homologie avec une sequence peptidique codee par la 
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sequence nucleotidique SEQ ID NOl, ou sa sequence 
compl^ent:a ire , 

- un matferiel rfetroviral hiiinain, associ6 a la 
sclerose en plaques, comprenant un acide nuclfeique 

5 comprenant une sequence nucl6otidique codant pour une 
sequence peptidique d'au moins 10 acides amines, 
pr6sentant au moins 50 % et de pr6f6rence au moins 70 % 
d*homologie avec tine sfiquence peptidique cod^e par I'une 
quelconque des sequences nuclSotidicjues choisies parmi SEQ 
10 ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04 et SEQ ID N05, leurs 
sequences complfementaires, et leurs sequences 
Squivalentes , 

- !• association du virus ou matSriel viral humain 
dfecrit ci-dessus avec un virus ou un agent pathogfene dont 

15 le genome comprend une sequence nuclfeotidique d'au moins 
10 nucleotides, pr6sentant au moins 50 % et de pr6f6rence 
au moins 70 % d'homologie avec la sequence nuclfiotidique 
SEQ ID N06 ou sa sequence compl6mentaire, 

- une lignee cellulaire d^pos^e le 08.01.1993, 
20 auprfes de I'ECACC sous le num^ro d'accfes 93010817. 

- une souche virale d6pos€e le 08.01.1993, aupr&s 
de I'ECACC sous le numfiro dracoes V93010816, 

- un fragment nucleotidique comprenant une 
sequence nucl6otidique consistant en SEQ ID NOl ou sa 

25 sequence compiementaire, ou une sequence equivalente, 
notamment une sec[uence nucleotidique, pr6sentant au moins 
50 %, et de preference au moins 70 % d'homologie avec la 
sequence nucleotidique SEQ ID NOl ou sa sequence 
compiementaire • 

30 - un fragment nucleotidique consistant en une 

sequence nucleotidique identique a SEQ ID NOl ou sa 
sequence compiementaire, ou une sequence equivalente, 
notamment une sequence nucleotidique, presentant au moins 
50 %, et de preference au moins 70 % d'homologie avec la 

35 sequence nucleotidique SEQ ID NOl ou sa sequence 
compiementaire , 
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- un fragment nucleoli Jlque comprenant line 
sequence nucl6otidique choisie parmi SEQ ID N02, 
SEQ ID N03, SEQ ID N04 et SEQ ID N05, leurs sequences 
compl€mentalres, et: leurs sequences 6G[uivaIent:es, 

5 notamment leurs sequences nucleotidiques d'au moins 10 
nucleotides, pr6sentant au moins 50 %, et de prSfference au 
moins 70 % d'homologie avec l*une quelconque des sequences 
nucleotidiques choisies parmi SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04 et SEQ ID N05, et leurs sequences 
10 compl6mentaires , 

- un fragment nucl6otidique dont la sequence 
nucl6otidique est identique Si une sequence nucl^otidique 
choisie parmi SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04 et 
SEQ ID N05, leurs sequences complementaires, et leurs 

IS sequences ^quivalentes , notamment les sequences 
nucleotidiques, pr^sentant au moins 50 %, et de preference 
au moins 70 % d'homologie avec l*une quelconque des 
sequences nucleotidiques choisies parmi SEQ ID N02, SEQ ID 
N03, SEQ ID N04 et SEQ ID N05 et leurs sequences 

20 compiementa ires , 

un ARN ou ADN et notamment vecteur de 
replication, comprenant un fragment nucieotidique tel que 
deer it precedemment, 

- une amorce specif ique pour 1 'amplification par 
25 polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un virus associe & 

la sclerose en plaques, ladite amorce comprenant une 
sequence nucieotidique identique Sl au moins une partie 
d'un fragment de 1' invention ou equivalente, notamment tme 
sequence nucieotidique presentant au moins 50%, et de 

30 preference au moins 70 % d'homologie avec au moins une 
partie dudit fragment; une amorce pref erentielle a au 
moins 10 nucleotides, 

une sonde susceptible de s'hybrider 
specif iquement avec un ARN ou un ADN d'un virus associe 4 

35 la sclerose en plaques, comprenant une sequence 
nucieotidique identique ou equivalente Sl au moins une 
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partie d'un fragment de !• invention, notamment une 
sequence nuclSotidique pr6sentant au moins 50%, et de 
pr6f6rence au moins 70 % d'homologie avec au moins une 
partie dudit fragment, 
5 - une utilisation d'une sonde ou d'une amorce de 

!• invention, po\ir dStecter et/ou identifier, dans un 
6chantillon biologique, un virus associS a la sclerose en 
plaques, 

- une composition therapeutique antisens, 
10 notamment pour le traitement de la sclerose en plaques, 

comprenant au moins la sequence nuclfeotidique identique ou 
fequivalente a au moins une partie d'un fragment de 
1» invention, notamment une sequence nucl6otidique 
pr6sentant au moins 50%, et de prfefSrence au moins 70 % 
15 d*homologie avec au moins une partie dudit fragment, 

- un procfedfi pour d6tecter et/ou identifier un 
virus associe & la scl6rose en plaques , dans un 
6chantillon biologique, consistant Sl exposer un ARN et/ou 
un ADN sp6cifique audit virus, et/ou leur ADN et/ou ARN 

20 complfementaires, & au moins une sonde de 1« invention; 
pr6f6rentiellement, avant d* exposer I'ARN et/ou l*AON ou 
leur ADN et/ou ARN complementaires. Si la sonde, on hybride 
ledit ARN et/ou ledit ADN avec au moins une suaorce de 
1« invention et on amplifie ledit ARN et/ou ADN, 

25 - un procfede pour quantifier, dans un 6chantillon _ 

biologique, 1» expression d*un virus associe Sl la sclerose 
en plaques, consistant Sl exposer un ARN et/ou un ADN 
specif ique audit virus et/ou leur ADN et/ou ARN 
complementaires, Ik au moins une sonde de 1' invention, 

30 - un peptide a l«6tat substantiellement isolfi, 

code par la sequence nuclSotidique du genome d»un virus 
associe a la sclerose en plaques, et code par au moins une 
partie d*un fragment nucl6otidique de 1' invention, 

- une proteine comprenant un peptide de 
35 1' invention. 
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un oligopeptide comprenant au moius cinq 
aminoacides contigus d'un peptide de 1* invention, 

une composition diagnostique, et/ou 
thferapeutique et/ou prophylactique, comprenant au moins un 
peptide, ou au moins une prot6ine ou au moins un 
oligopeptide de 1* invention, 

une composition diagnostique, et/ou 
th6rapeutique, et/ou vaccinale, et/ou prophylactique, 
comprenant un ligand spScifique d'au moins un peptide, ou 
d'au moins une protfeine, ou d'au moins un oligopeptide de 
1' invention, tels que dfecrits pr6c6demment . 

Les objets de 1* invention d6finis ci-dessus 
permettent notamment la preparation de tests diagnostiques 
et de vaccins, et sont notamment utiles dans des procfedfes 
d'essai d' agents anti-viraux a usage pharmacologique, dans 
des proc6d6s de diagnostic ou de thSrapie gfenique. 

Avant de dfetailler 1' invention, diffferents termes 
utilises dans la description et les revendications sont ft 

present dSfinis : 

- par matferiel viral ou retroviral selon 
1' invention, on entend tout ou fraction d'un virus ou 
retrovirus extrait, s6par#, ou subtantiellement isol6, par 
1- intervention de la main de I'homme, notamment par 
culture d'un fechantillon pr61ev6 dans son milieu naturel, 

- le terme "MSRV" utilise dans la prfesente 
description d6signe toute espSce virale associSe & la 
sclerose en plaques, les souches attenuees de ladite 
espfece, ou les particules defectives inter f6rentes 
derivees de cette espSce. II est connu que les virus et 
particulierement les virus contenant de I'ARN ont des taux 
relativement eieves de mutation spontanee (Fields and 
Knipe (1986) Fondamental Virology (Rev Press N.Y.)), dont 
il sera tenu compte ci-aprds pour definir la notion 

d ' equivalence , 

- par virus humain, on entend un virus susceptible 

d'infecter I'etre humain. 
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- compte tenu de toutes ces variations, les objets 
de la prfesente invention difinis ci-dessus ont 6t6 
exprim^s en tenant compte des equivalents ou d6riv6s, 
notamment des sequences homologues nucleotidiques ou 

5 peptidiques , 

- selon 1' invention, un fragment nuclfeotidique ou 
un oligonucleotide est un enchalnement de monomdres, 
caract6rise par la sfequence informationnelle des acides 
nuclfeiques naturels, susceptibles de s'hybrider a tout 

10 fragment nuclfeotidique dans des conditions pr6d6termin6es, 
1* enchalnement pouvant contenir des monomSres de 
structxires diff6rentes et etre obtenu a partir d'une 
molecule d'acide nuclfeique naturelle et/ou par 
recombinaison g6n6tique et/ou par synthase chimique, 

15 _ ainsi un monomfere peut 6tre un nuclfeotide 

naturel d'acide nuclfeique dont les elements constitutifs 
sent un Sucre, un groupement phosphate et une base azot^e; 
dans I'ARN le sucre est le ribose, dans I'ADN le sucre est 
le d6soxy-2-ribose; selon qu'il s'agit de I'ADN ou I'ARN, 

20 la base azot^e est choisie parmi 1' adenine, la guanine, 
I'uracile, la cytosine, la thymine; ou un nucleotide 
modifie dans I'un au moins des trois 616ments 
constitutifs ; a titre d'exemple, la modification peut 
intervenir au niveau des bases, gen4rant des bases 

25 modififees telles que I'inosine, la m6thyl-5- 
dfisoxycytidine, la dfisoxyur idine , la dim6thylamino-5- 
dSsoxyuridine, la diamino-2 ,6-purine, la bromo-5- 
dSsoxyuridine et toute autre base modifiee favor isant 
1' hybridation, au niveau du sucre, a savoir le 

30 remplacement d'au moins un dfesoxyribose par un polyamide 
(P.E. Nielsen et al. Science, 254, 1497-1500 (1991)), au 
niveau du groupement phosphate par exemple son 
remplacement par des esters notamment choisis parmi les 
esters de diphosphate, d'alkyl et arylphosphonate et de 

35 phosphorothioate. 
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- par "sequence inf ormationnelle" , on entend t:out;e 
suite ordonnfee de monomSres, dont la nature chimiciue et 
I'ordre dans un sens de reference constituent une 
information de m^me quality que celle des acides 

5 nucl6iques naturels, 

- par hybridation, on entend le processus au cotirs 
duquel, dans des conditions appropriies, deux fragments 
nucl6otidiques, ayant des sequences suffisamment 
complement a ires, s'apparient pour former un brin multiple, 

10 - une sonde est un fragment nuclfeotidique 

comprenant au moins dix monomeres, avantageusement de 10 
50 monomfires, poss6dant une specificity d "hybridation dans 
des conditions d6termin6es. Une sonde peut Stre utilis£e a 
des fins de diagnostic telles que les sondes de capture 

15 et/ou de detection, ou k des fins de thferapie, 

- la sonde de capture peut etre immobllisee sur un 
support solide par tout moyen approprie, c'est-a-dire 
directement ou indirectement , par exemple par covalence ou 
adsorption passive, 

20 - la sonde de detection est marquee au moyen d*un 

marqueur choisi notamment parmi les isotopes radioactifs, 
des enzymes notamment choisis parmi la peroxydase et la 
phosphatase alcaline et ceux susceptibles d« hydro lyser un 
substrat chromogdne, fluorigene ou luminescent, des 

25 composes chimiques chr omophores , des composes chromogfenes, 
fluorigdnes ou luminescents, des analogues de bases 
nuclfeotidiques, et la biotine, 

- les sondes utilis6es a des fins de diagnostic de 
1 ■ invention peuvent fitre mises en oeuvre dans toutes les 

30 techniques d« hybridation connues et notamment les 
techniques dites "DOT-BLOT" (MANIATIS et al. Molecular 
Cloning, Cold Spring Harbor, 1982), "SOUTHERN BLOT" 
[SOUTHERN. E.M., J. Mol. Biol., 98, 503 (1975), "NORTHERN 
BLOT" qui est une technique identicjue II la technique 

35 "SOUTHERN BLOT" mais qui utilise de I'ARN comme cible, la 
technique SANDWICH (DUNN A.R., HASSEL J. A., Cell, 11, 23 
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(19V 7)] ; avantageusement , on utilise la technique 
SANDWICH dans la pr6sente invention, comprenant une sonde 
de capture sp6cifique et/ou une sonde de dfetection 
sp^cifique, ^tant entendu que la sonde de capture et la 
5 sonde de detection doivent presenter une sequence 
nucl6otidique au mo ins partiellement diff6rente, 

- une autre application de 1« invention est une 
sonde de thferapie, ladite sonde fetant susceptible de 
s'hybrider in vivo sur 1»ARN et/ou sur I'ADN pour bloquer 

10 les phSnomSnes de traduction et/ou de transcription, et/ou 
pour dfegrader ledit ADN et/ou ARN, 

- une amorce est une sonde comprenant de 10 4 30 
monomSres , possfedant une sp€cif icite d • hybridation dans 
des conditions d6terminees pour 1" initiation d'une 

15 polymferisation enzymaticjue par exemple dans une technique 
d« amplification telle que la PGR (Polymerase Chain 
Reaction), dans un proc^d^ d • Elongation, tel que le 
s^quengage, dans une methode de transcription inverse ou 
analogue, 

20 - deux sequences nuclfeotidiques ou peptidiques 

sont dites 6quivalentes, si f onctionnellement elles jouent 
le mfeme raie, vis-a-vis de 1 •application consid6r6e, ou 
dans la technique dans laquelle elles interviennent ; deux 
sequences fequivalentes ou leurs complements sont 

25 susceptibles de s'hybrider I'une sur 1 'autre; sont 
notamment fequivalentes deux sequences obtenues par 
variation naturelle ou non de I'une par rapport a 1* autre, 
ainsi que de sequences homologues, l^homologie Etant 
d^finie ci-apres, 

30 - par variability, on entend toute modification, 

spontan6e ou non d'une sequence, notamment par 
substitution, et/ou insertion, et/ou dfelfetion de 
nucleotides et/ou des fragments nuclfeotidiques; une 
variability non naturelle peut resulter des techniques de 

35 g6nie gen6tique utilisees, par exemple du choix des 
amorces de synthese degenfirees ou non, retenues pour 
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amplifier un acide nucleique; cette variability peut se 
traduire par des modifications de toute sequence de 
depart, considerSe comme reference, et pouvant 6tre 
exprim^e par un degre d'homologie par rapport & ladite 
S sequence de reference, 

- I'homologie caractferise le degr€ de similitude 
de deux fragments nuclfiotidiques ou peptidiques compares; 
elle est appr6ci6e par le degr6 d'homologie qui est 
notamment dfeterminfe par comparaison directe de sequences 

10 nucl6oditiques ou peptidic[ues obtenues a des sequences 
nucl6otidiques ou peptidiques de reference, 

- par peptide, oligopeptide ou prot6ine, on entend 
notamment tout peptide, oligopeptide ou proteine extrait, 
s6par6, ou substantiellement isol6, par 1 • intervention de 

15 la main de I'homme, notamment ceux obtenus par synthase 
chimique, ou par expression dans un organisme reconJbinant, 

- un acide aminS est dit homologue d'un autre 
acide aminfi, lorsque leur caract6ristiques physico- 
chimiques, telles que polarity, hydrophobicite, et/ou 

20 basicite, et/ou aciditfi, et/ou neutrality, sont 

sensiblement les mSmes; ainsi, une leucine est homologue 

d'une isoleucine. 

Etant donnS qu'un virus poss^dant une activity 

enzymatique transcriptase inverse peut ytre genetiquement 
25 caract6rise aussi bien sous forme d'ARN que d'ADN, il sera 

fait mention aussi bien de I'ADN que de I'ARN viral pour 

caract6riser les sequences relatives & un virus poss^dant 

une telle activity transcriptase inverse. 

L' invention sera mieux comprise a la lecture de la 
30 description dytailiye qui va suivre faite en ryfyrence aux 

figures 1 a 9 annexees, dans lesquelles : 

- la figure 1 illustre la disposition relative des 
diffyrents clones Fll-1, MSRV-IB, M003-P004 et PSJ17 
sequencys dans la region pol du virus MSRV-1, 

35 - la figure 2 represente la sequence nucleotidique 

SEQ ID NOl, et une trame f onctionnelle de lecture possible 
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en acides amines de SEQ ID NOl; sur cette sequence 
nucl6otidique, les sequences consensus des transcriptases 
inverses r§trovirales sont soulignSes, 

- les figure 3, 4, 5, 6 reprfesentent les sequences 
5 nuclfeotidiques respect ivement SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ 

ID N04, et SEQ ID N05, des clones dSnomm^s respect ivement 
Fll-1, MSRV-1, M003-P004, et PSJ17; sur la figure 3 
repr^sentant SEQ ID N02^ la partie signalee dans la region 
de 1» amorce correspond Si une variabilitS impos^e par le 
10 choix de 1» amorce ayant servi au clonage de Fll-1; sur 
cette mfime figure, la traduction en acides auninSs de 
SEQ ID N02 est representee, 

- la figure 7 est une representation matricielle 
de I'homologie entre SEQ ID N02 du clone Fll-1, et celle 

15 d'un retrovirus endogdne connu, denomme ERV9 ou HSERV9, 
cette homologie etant mise en evidence par un trait plein, 
et la divergence significative par 1* absence de trait, 

- la figure 8 est une representation matricielle 
de la comparaison de SEQ ID NOl de MSRV-1, avec celle du 

20 retrovirus endogSne ERV9 ou HSERV9 a une echelle 
differente de la representation donnee & la figure 7, 

- la figure 9 represente la sequence nucieotidique 
SEQ ID N06. 

25 EXEMPLE l: OBTENTIOH DE CLONES, DEPXNISSANT UNE 

FAMILLE NSRV-IB, PAR AMPLIFICATION PGR "NXCHEE** DES 
REGIONS POL CONSERVEES DES RETROVIRUS SUR DES PREPARATIONS 
DE VIRIONS ISSUES DES LI6NEES LN7 ET PLI-2 • 

Une technique PGR derivee de la technique publiee par Shih 
30 et coll. a ete utilisee. Cette technique permet, par 
traitement de tous les composants du mi 1 ieu reactionnel 
par la DNase, d»eiiminer toute trace d*ADN contaminant. 
Elle permet parallfelement , par 1 "utilisation d*amorces 
differentes mais chevauchantes dans deux series 
35 successives de cycles d» amplifications PGR, d'augmenter 
les chances d* amplifier un ADNc resultant d'une quantite 
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d'ARN faible au depart: et encore rfeduite dans 
l*6chantillon par 1' action parasite de la DNAse sur I'ARN; 
ce, d'autant plus la DNase est utilisee dans des 
conditions d'activite en excSs qui permettent d'Sliminer 
5 toute trace d'ADN contaminant avant inactivation de cette 
enzyme restant dans 1 »6chantillon par chauffage Sl 85«C 
pendant 10 minutes. Cette variante de la technique PGR 
d6crite par Shih et coll, a 6t6 utilisee sur des fractions 
de virions, purifies comme pr6c6demment pour les 

10 sumageants congel^s des cultures IM7 , issus cette fois de 
lign6e lymphoblastolde B spontanee provenant d'un nouveau 
cas de SEP, de la culture PLI-2 (ECACC n** 92072201) et de 
la culture LM7PC (ECACC n«93010817) , ces deux dernifires 
cultures ayant et6 obtenues selon les methodes ayant fait 

15 I'objet du brevet n* WO 93/20188. 

Les produits issus de la PCR et de la RT-PCR ont fet6 
purifies aprds purification sur gel d« agarose selon les 
methodes convent ionnel les (Sambrook J- , Fritsch E.F., et 
Maniatis T. , Molecular cloning, a laboratory manual. Cold 

20 spring harbor laboratory press, 1989), puis resuspendu 
dans 10ml d'eau distillfee. Une des proprietfes de la 
polymerase Taq consistant S ajouter une adenine k 
I'extemite 3» de chacun des deux brins d'ADN, I'ADN obtenu 
a ete directement ins6r6 dans un plasmide d I'aide du kit 

25 TA Cloning™ (British Biotechnology) . Les 2m1 de solution 
d'ADN ont 6t6 melanges avec 5^1 d'eau distillfee stferile, 
1^1 d'un tampon de ligation 10 fois concentre "lOX 
LIGATION BUFFER", 2/11 de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1/il 
de "TA DNA LIGASE" • Ce melange a ete incube une nuit a 

30 12 •C. Les etapes suivantes ont ete realisees conformement 
au instructions du kit TA Cloning® (British 
Biotechnology) . A la fin de la procedure, les colonies 
blanches de bacteries recombinantes (white) ont 6te 
repiquees pour etre cultivees et permettre 1' extraction 

35 des plasmides incorpores selon la procedure dite de 
"miniprep" (Sambrook J., Fritsch E.F., et Maniatis T. , 
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Molecular cloning, a laboratory manual. Cold spring harbor 
laboratory press, 1989) . La preparation de plasmide de 
chague colonic recombinante a 6te coupee par une enzyme de 
restriction appropriee et analysee sur gel d» agarose. Les 
5 plasmides possedant un insert detects sous lumifire UV 
aprds marguage du gel au bromure d'fethidium, ont 6t6 
selectionnSs pour le seguengage de 1* insert, aprSs 
hybridation avec une amorce complfementaire du promoteur 
Sp6 present sur le plasmide de clonage du TA Cloning Kit. 

10 La reaction prealable au sSquen^age a ensuite 6tfe 
effectu6e selon la mSthode preconisSe pour 1« utilisation 
du kit de seguen9age "Prism ready reaction kit dye 
deoxyterminator cycle seguencing kit" (Applied Biosystems, 
ref. 401384) et le sSguen^age automatigue a etfe r6alis6 

15 avec I'appareil "automatic seguencer", mod&le 373 A 
Applied Biosystems selon les instructions du fabricant. 

Cette technigue a d'abord 6t6 appligu^e & deux 
fractions de virions purifies comme d^crit ci'-aprSs, sur 
saccharose 4 partir de I'isolat "POL-2" produit par la 

20 lignfee PLI-2 d*une part, et a partir de I'isolat MS7PG 
produit par la lign^e LM7PC d« autre part: les surnageants 
de cultures sont collectfes deux fois par semaine, pr6- 
centrifugfes Sl 10 000 tr/min pendant 30 minutes pour 
61iminer les debris cellulaires, et ensuite congel6s a 

25 -80«C ou utilises tels gue pour les Stapes suivantes. Les _ 
surnageants frais ou dficongeles sont centrifuges sur un 
coussin de PBS-glyc6rol 30% a 100 OOOg (ou 30 000 tr/min 
dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) pendant 2h a 4*^C. 
Aprds Elimination du surnageant, le culot sEdimente est 

30 repris dans un petit volume de PBS et constitue la 
fraction de virions concentres, mais non purifies. Le 
virus concentrfe est ensuite dfeposS sur un gradient de 
sucrose dans un tampon PBS sterile (15 k 50% poids/poids) 
et ultracentrifugS a 35 000 tr/min (100 OOOg) pendant 12 h 

35 a +4*C dans un rotor a godets. 10 fractions sont 
recueillies et 20^1 sont preleves dans chague fraction 
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apr&s homogSneisation pour y doser I'activite 
transcriptase inverse selon la technique dScrite par H. 
Perron et coll. (Res. Virol. 1989; 140, 551-561). Les 
fractions contenant le pic d* activity RT de type IM7 sont 
5 ensuite dilutes dans du tampon PBS sterile et 
ultracentrifug6es une heure a 35 000 tr/min (1000 000 g) 
pour sfedimenter les particules virales. Le culot de 
virions purififes ainsi obtenu est alors repris dans un 
petit volxime d'un tampon ad^quat pour 1 •utilisation 
10 ultferieure qui en sera faite (Ex. Tampon Guanidium 
Thiocyanate pour 1« extraction des ARN; PBS sterile pour le 
stockage a -80*C) . 

Les sequences clon^es et s6quenc6es Sl partir de 

15 ces deux fechantillons ont 6t6 analysfees a I'aide du 
logiciel Genewor)cs<» , sur la derniere version (n*» 79, 
novembre 93) a ce jour de la banque de donnSes Genebank*. 
Elles correspondent a quatre categories. Une premiere 
categorie de sequence (type 1) , correspond a des sequences 

20 amplififees a partir de matferiel nuclfeique retroviral 
contaminant la transcriptase inverse du MoMuLV utilisSe 
pour I'fetape de synthase de I'ADN compl6mentaire, ainsi 
que cela a d6ja 6t6 signale prScSdemment . La deuxidme 
categorie (type 2) , retrouvfee dans la majority des clones 

25 (55% des clones issus des isolats POL-2 des culture PLI-2, _ 
et, 67% des clones issus des isolats MS7PG des cultures 
LM7PC) correspond a une f ami lie de sequences "pol" proches 
mais diffSrentes du retrovirus endogSne himain denomme 
ERV-9 OU HSERV-9. 

30 La quatriSme catfegorie correspond a diverses 

sequences trouvees generalement en un exemplaire, ainsi 
qu*une de type retroviral endogSne, cependant jamais 
retrouvees par d'autres approches ou dans d'autres 
echantillons provenant de culture exprimant une activite 

35 transcriptase inverse de type LM7. 
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La deuxi&me categorie de sequences r^present.ant: la 
majority des clones est constituee de sequences dont: la 
variability pennet de d6f inir cjuatre sous-f aunilles de 
s€quences« Ces sous-families sont suf f isamment proches 
5 entre elles pour qu'on puisse les considferer cosune des 
quasi*espdces provenant d'un meme retrovirus, tel que cela 
est bien connu pour le retrovirus HIV-l par exemple 
(Meyerhans et al.. Cell 1989; 58, 901*910), ou coBmie le 
resultat de 1* expression de plusieurs provirus endogtoes 

10 co-r6gul6s dans les cellules productrices , puisqu*appartenant 
Si la mdme f ami lie de retrovirus endogdne et done sensibles 
aux mfimes signaux de regulation generes eventuellement par 
le provirus replicatif (Linial M.L. and Miller A.D. dans 
"Current topics in microbiology and inmunoblology* 

15 Retroviruses, strategies of replication" vol. 157, p, 125- 
152; Swanstrom R. et Vogt P.K- editeurs, Springer-Verlag, 
Heidelberg 1990) . Cette nouvelle f amille de retrovirus 
endogdnes ou , alternativement , cette nouvelle esp6ce 
retrovirale dont la generation de quasi-espdces a fete 

20 obtenue en culture, et qui contient un consensus des 
sequences decrites Sl la suite est denommee MSRV-IB. 

Les sequences des differents clones MSRV-IB 
sequences lors de cette experience, presentent une 

25 homologie en acides nucieiques allant de 70% k 88% avec la 
sequence HSERV9 referencee X57147 et M37638 dans la base 
de donnees Genebank. A partir des families de sec[uences 
qui ont ete retrouvees de manidre preponderante dans des 
experiences similaires repetees ulterieurement, dans les 

30 echantillons d'ARN pur de virions purifies avec les 
isolats MS7PG et POL-2, quatre sequences nucieiques 
" consensus " r epr esentat i ves de d i f f er entes quas i-espSces 
d'un retrovirus MSRV-IB eventuellement exogSne ou de 
differentes sous-families d»un retrovirus endogSne MSRV- 

35 IB, ont ete definies. Un alignement de ces consensus A, B, 
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C , D , repr6sentatif s et d " un consensus general est 
presents dans la figure 4. 

EXEMPLE 2: AMPLIFICATION ET CLOMAGE D^ONE PORTION 
S DO GENOME RETROVIRAIi MSRV^l A L*AIDE D«UNE SEQUENCE DEJA 
IDENTIFIEE, DANS UN ECHANTILI.ON DE VIRUS PURIPIE AU PIC 
D'ACTIVITE TRANSCRIPTASE INVERSE. 

Une technique PGR derivee de la technique publi6e 
10 par Frohman et coll. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1988; 85, 
8998-9002) a 6t6 utilisfee. La technique derivfee permet, & 
l*aide d'une amorce sp6cific[ue en 3' du genome i 
amplifier, d»61onguer la sequence vers la region 5' du 
genome S analyser. Cette variante technique est dficrite 
15 dans la docximentation de la firme "Clontech Laboratories 
Inc . , (Palo-Alto California , USA) produite avec son 
produit "5«-ampliFINDER™ RACE Kit", qui a 4t6 utilis4e sur 
line fraction de virion purifife comme dfecrit pr6c6demment • 

Les amorces 3» spfecifiques utilis6es dans le 
20 protocole du kit pour la synthase de ADNc et 
1» amplification PCR sont dfefinies par les sfequences MSRV-1 
suivantes : 

ADNc : TCATCCATGTACCGAAGG 

amplification : ATGGGGTTCCCAAGTTCCCT (SEQ ID N07) 

25 

Les produits issus de la PCR ont 6t6 purififes 
aprds purification sur gel d 'agarose selon les m^thodes 
convent ionnel les (Sambrook J., Fritsch E.F., et Naniatis 
T. , Molecular cloning, a laboratory manual. Cold spring 

30 harbor laboratory press, 1989), puis resuspendu dans 10ml 
d*eau distillee. Une des proprifetes de la polymerase Taq 
consistant a a j outer une adenine a I»extr6mit6 3» de 
chacun des deux brins d'ADN, I'ADN obtenu a 6t6 
directement insSrfe dans un plasmide a I'aide du kit TA 

35 Cloning™ (British Biotechnology) . Les 2m1 de solution 
d*ADN ont 6t6 m61ang€s avec 5^1 d'eau distill6e sterile. 
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d^un tampon de ligation 10 fois concentrfe "lOX 
LIGATION BUFFER", 2^1 de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 
de "TA DNA LIGASE" . Ce melange a ete incube une nuit & 
12 •C. Les Stapes suivantes ont 6te rSalisSes conf ormSment 
5 aux instructions du kit TA Cloning* (Bristish 

Biochnology) . A la fin de la procedure, les colonies 
blanches de bactferies recombinantes (white) ont 6t6 
repiquees pour §tre cultivees et permettre 1' extraction 
des plasmides incorpor6s selon la procedure dite de 

lb "miniprep" (Sambrook J., Fritsch E.F., et Haniatis T., 
Molecular cloning, a laboratory manual « Cold spring harbor 
laboratory press, 1989) • La preparation de plasmide de 
chaque colonie recombinante a 6tfe coupee par une enzyme de 
restriction approprifee et analysee sur gel d»aragose. Les 

15 plasmides possfidant un insert dStecte sous IvuniSre UV 
apr&s marquage du gel au bromure d*6thidium, ont 6tfe 
seiectionnS pour le sSquen^age de 1« insert, apr6s 
hybridation avec une amorce complfementaire du promoteur 
Sp6 present sur le plasmide de clonage du TA cloning Icit. 

20 La reaction prfealable au sSquen^age a ensuite 6t6 
effectuSe selon la mfethode pr6conis6e pour 1 'utilisation 
du kit de sfequengage "Prism ready reaction kit dye 
deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, 
ref . 401384) et le sequen^age automat ique a 6te r6alis6 

25 avec I'appareil "automatic sequencer, modele 373 A Applied _ 
Biosystems selon les instructions du fabriquant. 

Cette technique a d'abord et6 appliquee a deiix 
fractions de virions purifies comme d^crit ci-aprSs, s\ir 
saccharose a partir de I'isolat "POL-2" produit par la 

30 lignfee PLI-2 d'une part, et a partir de I'isolat MS7PG 
produit par la lign6e LM7PC d* autre part: les surnageant 
de cultures sont collect6s deux fois par semaine, pr6- 
centrifugfes a 10000 trs/min pendant 30 minutes pour 
eiiminer les dfebris cellulaires, et ensuite congelSs a - 

35 80*C ou utilises tels que pour les Stapes suivantes. Les 
surnageants frais ou decongelfes sont centrifuges sur un 
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coussin de PSB-glycerol 30% a lOOOOOg (ou 30000 trs/min 
dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) pendant 2h Sl 4*»C. 
Apr6s felimination du surnageant, le culot sediments est 
repris dans un petit volume de PBS et constitue la 
5 fraction de virions concentres ^ mais non purifies. Le 
virus concentre est ensuite dSposS sur un gradient de 
sucrose dans un tampon PBS stferile (15 Sl 50% poids/poids) 
et ultracentrifuge & 35000 trs/min (lOOOOOg) pendant 12h & 
+4«C dans un rotor godets. 10 fractions sont recueillies 

10 et 20/il sont preievfes dans chaque fraction apr&s 
homogenSisation pour y doser 1' activity transcriptase 
inverse selon la technique decrite par H. Perron et coll. 
(Res. Virol. 1989; 140, 551-561). Les fractions contenant 
le pic d« activity RT de type LM7 sont ensuite dilutes dans 

15 du tampon PBS sterile et ultracentrifugfees une heure & 
35000 trs/min (lOOOOOg) pour sedimenter les particules 
virales. Le culot de virions purifies ainsi obtenu est 
alors repris dans un petit volume d'un tampon ad^quat pour 
1 'extraction d'ARN. La reaction de synthase d'ADN 

20 mentionnfee plus haut est realisfee sur cet ARN extrait de 
virion extracellulaire purifife. 

EZEMPLB 3: Amplification PGR des la sequence 
Buclfiique contenue entre la region 5* d6finie par le clone 
25 "pel MSRV-IB" et la region 3* dSfinie par le clone P8J17 ^ 
(MSRV-IA) • 

Cinq oligonucleotides, MOOl, M002-A, M003-BCD, 
P004 et P005^ ont 6t6 definis pour amplifier de 1*ARN 

30 provenant de virions purififes POL-2. Des reactions de 
contrdle ont 6t6 effectu6es de maniere a contrdler la 
presence de contaminants (reaction sur de I'eau). 
L' amplification consiste en une fetape de RT-PCR suivie 
d<une PGR "nich€e". Dans le premier cycle RT-PCR, les 

35 amorces MOOl et P004 ou P005 sont utilisees. Dans le 
deuxiSme cycle PGR, les amorces M002-A ou M003-BGD, et 
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1' amorce P004 sont utilisees. Les amorces sont 
positionnSes comme suit: 

M002-A 
MO 03 -BCD 

MOOl P004 POOS 



ARN 



POL-2 

10 < > < 

pol MSRV-1 SJ17 



Leur composition est: 
amorce MOOl: GGTCITICCICAIGG 
15 amorce MO 02 -A: TTAGGGATAGCCCTCATCTCT 

amorce MO 03 -BCD: TCAGGGATAGCCCCCATCTAT 
amorce P004: AACCCTTTGCCACTACATCAATTT 
amorce POOS: GCGTAAGGACTCCTAGAGCTATT 

20 La sequence nucl6otidique du produit 

d» amplification "nichfee" dfecrit ci-dessus et nommS M003- 
P004 est pr6sent6 dans la figure S. 

EZEMFI#E 4 : OBTEKTXON D'UM CLOME PS JIT, 
25 DEPIHISSAKT UNB FAMILLE MSRV-IA^ PAR REACTION DE 
TRAKSCRZPTASB ZMVERSE ENDOGENE SUR UNE PREPARATION DE 
VIRION ISSUE DE lA LIGNEE PLI-2. 

Cette approche vise Si obtenir des sequences d'ADN 
rfitrotranscrites a partir de I'ARN suppose retroviral dans 
30 I'isolat en utilisant I'activite transcriptase inverse 
pr6sente dans ce mdme isolat. Cette activity transcriptase 
inverse ne peut thfeoriquement fonctionner qu'en presence 
d'un ARN retroviral, life a un ARNt amorce ou hybride a des 
brins courts d'ADN dfejS retro-transcrits dans les 
35 particules rfetrovirales (Lori F. et coll. J. Virol. 1992 ; 
66, 5067-5074). Ainsi I'obtention de sequences 
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r6trovirales specif iques dans un materiel contaminfe par 
des acides nucl§iques cellulaires, fetait optimisee grace a 
!• amplification enzymatique specif igue des portions d*ARN 
viraux par une activity transcriptase inverse virale. Les 
5 auteurs ont, pour cela, determine les conditions physico- 
chimiques particulifires dans lesquelles cette activitfe 
enzymatiqpie de transcription inverse sur des ARN contenus 
dans des virions pouvait 6tre effective in vitro; ceux-ci 
correspondent k la description technique des protocoles 
10 pr&sentSs ci-dessous (reaction de RT endogdne, 
purification, clonage et sequengage) . 

- Preparation de virion concentr6 k partir de 
surnageants de culture de la lign^e PLI-2 : 

L'approche mol6culaire a consiste a utiliser xine 

15 preparation de virion concentr6, mais non pur if 16, obtenu 
a partir des surnageants de culture de la lign6e PLI-2 
prepare selon la mSthode suivante : les surnageants de 
cultures sont collect6s deux fois par semaine, prfe- 
centrifuges a 10 000 trs/min pendant 30 minutes poxir 

20 eiiminer les debris cellulaires, et ensuite congel6s h - 
80*C ou utilises tels que pour les stapes suivantes. lies 
surnageants frais ou dfecongelfes sont centrifuges sur un 
coussin de PBS-glyc6rol 30 % a 100 OOOg (ou 30 000 trs/min 
dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) pendant 2 h i 4»C. 

25 Aprfes elimination du surnageant, le culot sedimente est 
r epr i s dans un pet it vo lume de PBS e t const i tue la 
fraction de virions concentres, mais non purifies. Get 
echantillon viral concentre mais non purifie a ete utilise 
pour effectuer une reaction dite de transcription inverse 

30 endogdne, telle que decrite ci-aprds. 

- Reaction de transcriptase inverse endogdne : 

Un volume de 200^1 de virions purifies selon le protocole 
decrit ci-dessus et contenant une activite transcriptase 
inverse d' environ 1-5 million de DPM (des integrations par 
35 minute) est decongele Sl 37<»C jusqu^a apparition d'une 
phase liquide, puis place sur de la glace. Un tampon 5 
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fois concentre a 6te prepare avec les composants 
suivants : Tris-HCl pH 8.2, 500 mM; NaCl 75 mM; MgC12 25 
mM; DTT 75 mM et NP 40 0.10 %. A 100 nl de ce t:ampon ont 
6t6 ajoutes : 25 ill d'une solution de dATP 100 mM, 25 fii. 

5 d'une solution de dTTP 100 mM, 25 m1 d'une solution de 
dGTP 100 mM, 25 Ml d'une solution de dCTP 100 mM, 100 til 
d'eau distill6e stferile et 200 fil de la suspension de 
virions (activity transcriptase inverse de 5 millions de 
DPM) dans le PBS ont 6t6 m^lang^s et incubus & 42 

10 pendant 3 heures. hpr&s cette incubation le melange 
rfeactionnel est directement mSlang^ avec un melange 
tamponn6 phfenol/chlorof orme/alcool isoamylique (Sigma ref. 
P 3803), la phase agueuse est collectfee et un volume d'eau 
distill^e stferile est ajoutt t la phase organigue pour r6- 

15 extraire le materiel nuclfeigue rSsiduel. Les phases 
agueuses collect6es sont regroupSes et les acides 
nucl£igues contenus sont pr6cipit6s par addition d' acetate 
de sodium 3M pH 5,2 au 1/10 de volume + 2 volumes 
d'^thanol + 1 Ml glycogSne (Boehringer-Mannheim ref. 

20 901 393) et mise S -20"C de l'6chantillon pendant 4 h ou 
la nuit a +4»C. Le pr6cipit6 obtenu aprds centrifugation 
est ensuite lav6 avec de l'6thanol a 70 % et resuspendu 
dans 60 ml d'eau distillSe. Les produits de cette reaction 
ont ensuite 6t6 purififes, clones et s6guenc6s selon les 

25 protocole dScrit ci-apr6s. 

- Clonage et s6guen?age des fragments d'ADN 

recueillis : 

Des ADN bouts francs avec des adenines non- 
appariSes aux extr6mit6s ont 6t6 generes : une reaction de 

30 "remplissage" a d'abord 6t6 effectu6e : 25 m1 la 
solution d'ADN prfecSdemment purifiSe ont et6 melanges 
avec : 2 m1 d'une solution 2,5 mM contenant, en guantitfe 
gguimolaire, dATP + dGTP + dTTP + dCTP / 1 Ml d'ADN 
polymerase T4 (Boehringer-Mannheim ref. 1004 786) / 5 m1 

35 de lOX "incubation buffer for restriction enzyme" 
(Boehringer-Mannheim ref. 1417 975) / 1 nl d'une solution 
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a 1 % de sSrum-albumine bovine / 16 m1 cl'eau dist:ill6e 
st6rile. Ce melange a 6t6 incub6 20 minutes a 11«C. 50 m1 
de tampon TE ( Tris-EDTA) et lul de glycogfene (Boehringer- 
Mannheim ref- 901 393) y ont 6te ajout^s avant extraction 
5 des acides nuclfeiijues avec du phenol/chlorof orme/alcool 
isoamylique (Sigma ref. P 3803), et precipitation h 
l*ac6tate de sodium comme dScrit pr 6c6demment • L'ADN 
pr6cipit6 aprds centrifugation est resuspendu dans 10 m1 
de tampon 10 mM Tris pH 7.5- Puis, 5 Ml de cette 

10 suspension ont fete melanges avec 20 m1 d« tampon Tag 5 
fois concentre , 20 /il de 5 mM dATP, 1 /il (5U) de Tag ADN 
polymerase (Amplitaq™) et 54 m1 d*eau distillfee sterile. 
Ce melange est incubfe 2 h a 75 •C avec un film d'huile & la 
surface de la solution. L'ADN en suspension dans la 

15 solution aqueuse pr61ev6e en dessous du film d'huile aprds 
incubation est precipitfe comme dfecrit precfedemment et 
resuspendu dans 2 ^1 d'eau distillfee stferile, L'ADN obtenu 
a 6t6 ins6r6 dans un plasmide 4 I'aide du kit TA 
Cloning™. Les 2 /il solution d'ADN ont 6t6 mfelangfes 

20 avec 5 Ml d'eau distil Ifee stferile, l/il d'un tampon de 
ligation 10 fois concentre "lOX LIGATION BUFFER", 2m1 de 
"pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 Ml de "TA DNA LIGASE". Ce 
melange a 6tfe incubfe une nuit a 12 •C. Les etapes suivantes 
ont 6t6 rfealisfees conformfement aux instructions donn6es 

25 dans le kit TA Cloning* (British Biotechnology) . A la fin 
de la procedure, les colonies blanches de bact6ries 
recombinantes (white) ont fet6 repiqu6es pour 6tre 
cultiv6es et permettre 1» extraction des plasmides 
incorporfes selon la procedure dite de "miniprep" (Sambrook 

30 J., Fritsch E.F., et Maniatis T., Molecular cloning, a 
laboratory manual. Cold spring harbor laboratory press, 
1989) . La preparation de plasmide de chague colonie 
recombinante a fetfe coup6e par une enzyme de restriction 
appropriSe et analysSe sur gel d» agarose. Les plasmides 

35 possfedant un insert detects sous lumiere UV aprds marguage 
du gel au bromure d'ethidium, ont 6te s61ectionn6s pour le 
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s6quen?age de 1» insert, aprds hybridation avec une amorce 
complementaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de 
clonage du TA cloning kit. La reaction prgalable au 
s^quenqtage a ensuite 6t6 effectuee selon la m6thode 
5 pr6conis6e pour 1 'utilisation du kit de sequen^age ••Prism 
ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing 
kit«« (Applied Biosystems, ref. 401384) et le s^quengage 
automatique a 6t6 rfealisfe avec I'appareil ••automatic 
sequencer", module 373 A Applied Biosystems selon les 
10 instructions du fabr leant. 

- Analyse des sequences clonSes : 

L* analyse discriminante sur les banques de donnfees 
informatiques des sequences clonfies a partir des fragments 
d*AON presents dans le melange rfeactionnel a permis de 

15 mettre en Evidence trois catfegories de sequences : la 
premifere correspondait a des sequences totalement 
inconnues dans les banques de donnfees et sans aucune 
parents avec des g&nes dfecrits. La seconde, correspondait 
3l des sequences totalement homologues k des portions de 

20 gdnes cellulaires connus. La troisifeme correspondait k des 
sequences prfesentant des homologies part iel les plus ou 
moins importantes avec des sequences connues de retrovirus 
ou d'felfements g6n6tic[ues rfetrotransposables comme les 
rfetroposons ou r6trotransposons . 

25 L'origine des sequences de la premidre catfegorie 

est difficile a definir alors que pour la seconde, elle 
s'explique par la presence attendue de fragments d*ADN 
cellulaire contaminant la fraction d'acides nuclfeiques 
extraits de l«6chantillon viral concentre mais non purifie, 

30 aprds incubation dans les conditions requises pour la 
rfeaction de transcription inverse endogSne sus-mentionn6e. 

L'origine des sequences de la troisiSme catfegorie 
est manifestement rfetrovirale ou de type retroviral. II 
est connu que des sequences retrovirales endogSnes 

35 apparentees a un retrovirus rfeplicatif, ou co-exprim6es 
dans une meme cellule infectee, peuvent etre encapsid6es 
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dans les virions gSnSr^s par une souclie retrovirale donnee 
(Linial M.L. and Miller A.D. dans "Current topics in 
microbiology and immunobiology • Retroviruses, strategies of 
replication" vol. 157, p. 125-152; Swanstrom et Vogt 

5 P.K. fediteurs, Springer-Verlag, Heidelberg 1990) et la 
presence de certaines sequences de type retroviral peut 
s*expliquer par ce phSnomdne. 

Cependant, panai les sequences de cette cat6gorie, 
une sequence a 6t6 retrouv6e le plus fr6quemment et s'est 

10 av6r6e representer la majoritfe des clones obtenus dans ces 
conditions a partir de I'isolat viral "POL-2" issu de la 
culture de la lignSe PLI-2 entre le quarantiSme et le 
soixanti&me passage en culture apr&s etablissement de la 
lign6e continue selon le principe decrit dans le brevet 

15 n«WO 93/20188 pr^cedemment cite. Le clone correspondant 
PSJ17 a 6t6 entiferement sequence et la sequence obtenue, 
pr^sentSe dans la figure 6(SEQ ID N05) a 6t6 analys6e a 
l*aide du logiciel "Geneworks*" sur les banques de donn6es 
actualis&es "Genebank^". L' analyse des banques de donn6es 

20 n'a pas permis de trouver de sequence identique d6j& 
d6crite. Seule une homologie partielle a pu Stre retrouv6e 
avec certains Pigments r6troviraux connus. L*bomologie 
relative la plus intSressante concerne un retrovirus 
endogdne d6noimxi6 ERV-9, ou HSERV-9, selon les rfef6rences 

25 (La Mantia et coll. Nucleic Acids Research 1991 ; 19, 
1513-1520) - Ainsi la s^qpience du clone PSJ17 a pu 6tre 
localisee dans la region pol codant pour la transcriptase 
inverse d^un retrovirus, ou encore d'un virus poss6dant 
une enzyme avec une activity transcriptase inverse, par 

30 alignement avec la sequence decrite pour HSERV-9. 

EZEMPLE 5 : OBTENTION DE CLONES, DEFINXSSANT UNE 
FAMILLE MSRV-2A, PAR AMPLIFICATXOM DES REGIONS POL 
CONSERVEES DES RETROVIRUS SUR UNE PREPARATION DE VIRION 
35 ISSUE DE LA LI6NEE LM7 • 
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L'approche molSculaire a consist:^ a utiliser une technique 
PGR permettant d* amplifier une rfegion relativement 
conserv6e du gdne pol des retrovirus exog&nes et 
endog&nes, mais aussi des virus codant pour une enzyme & 
5 activit6 transcriptase inverse tels que notamment le virus 
de l*h6patite B, qui a fete publifee par Shih et coll. (Shih 
A., Nisra R,, and Rush M.G. Detection of multiple, novel 
reverse transcriptase coding sequences in human nucleic 
acids : relation to primate retroviruses. J. Virol. 1989 ; 

10 63, 64-75). Cette technique a fete utilisfee sur I'ARN 
extrait d'une prfeparation de virions purififes, obtenus 
selon le protocole dfecrit ci-aprfes, a partir des 
surnageants de la culture LM7 d'origine (Perron et coll. 
Res. Virol. 1989 ; 140, 551-561) gardes congelfes d -80»C 

15 depuis lors : les surnageants de cultures sont collectfes 
dexix fois par semaine, prfe-centrif ugfes d 10 000 tpm 
pendant 30 minutes pour feliminer les dfebris cellulaires, 
et ensuite congelfes k -80«C ou utilisfes tels que pour les 
fetapes suivantes. 

20 lies surnageants frais ou dfecongelfes sont 

centrif ugfes sur un coussin de PBS-glycferol 30 % a 100 OOOg 
(ou 30 000 tpm dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) 
pendant 2 h Sl 4*C. Aprfes elimination du surnageant, le 
culot sfedimentfe est repris dans un petit volume de PBS et 

25 constitue la fraction de virions concentrfes, mais non 
purififes. Le virus concentre est ensuite dfeposfe sur un 
gradient de sucrose dans un tampon PBS stferile (15 a 50 % 
poids/poids) et ultracentrif ugfe a 35 000 tpm (100 OOOg) 
pendant 12 h a +4«C dans un rotor a godets. 10 fractions 

30 sont recueillies et 20 /il sont prelevfes dans chaque 
fraction aprfes homogeneisation pour y doser I'activite 
transcriptase inverse selon la technique dfecrite par H. 
Perron et coll. (Res. Virol. 1989 ; 140, 551-561). Les 
fractions contenant le pic d'activitfe RT de type LM7 sont 

35 ensuite diluees dans du tampon PBS stferile et 
ultracentrifugfees une heure a 3 5 000 tpm (1 000 000 g) 
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pour sedimenter les particules virales. Le culot de 
virions purifies ainsi obtenu est alors repris dans un 
petit: volume d • un tampon ad6quat pour 1 • utilisation 
ultferiexire qui en sera faite (Ex. Tampon Guanidium 
5 Thiocyanate pour 1' extraction des ARN; PBS stferile pour le 
stockage sL -80«C) . 

Pr^alablement a la reaction PCR, I'ARN de 
l»6chantillon a 6t6 transcrit en ADN complfementaire (ADNc) 
a I'aide du Kit "cDNA synthesis system plus" (Amersham) , 

10 selon les instructions du fabricant et en se basant sxir 
une valeur approximee k un log prds de la quantity d'ARN 
pr6sente dans notre echantillon. Apres amplification PGR 
selon la technique de Shih et coll., le materiel nucl6ic[ue 
obtenu a 6t6 depose sur un gel avec 2 % d* agarose et la 

15 bande visualisfee sous lumifere ultraviolette aprds marquage 
au bromure d'fethidium dans une region de poids mol^culaire 
d» environ 100 paires de bases a et6 decouple et les acides 
nucl6iques contenus, extraits selon le protocole usuel 
(Sambrook J., Fritsch . E.F. , et Maniatis T., Molecular 

20 cloning, a laboratory manual. Cold spring harbor 
laboratory press, 1989) , puis clones en utilisant le kit TA 
cloning KIT® (British Biotechnology) et les procedures 
conseill^es dans les protocoles joints au kit, puis 
sequences, tel que d^crit ci-apr^s : les produits issus de 

25 la purification sur gel d* agarose sont resuspendus dans 
10ml d'eau distil l§e. Une des proprietes de la polymerase 
Tag consistant a a j outer une adenine & 1' extremity 3' de 
chacun des deux brins d'ADN, I'ADN obtenu a 6t6 
directement insure dans un plasmide a I'aide du kit TA 

30 Cloning™ (British Biotechnology) • Les 2 m1 de solution 
d*ADN ont 6t6 melanges avec 5 /il d'eau distil l€e sterile, 
1 /il d'un tampon de ligation 10 fois concentre "lOX 
LIGATION BUFFER", 2 /il de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 
1 Ml de "TA DNA LIGASE" . Ce melange a et6 incube une nuit 

35 d 12 ''C. Les etapes suivantes ont ete r6alis6es 
conformSment aux instructions du kit TA Cloning® (British 
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Biotechnology) . A la f in de la procedure, les colonies 
blanches de bacteries recombinantes (white) ont 6t6 
repiqu&es pour 6tre cultivees et permettre !• extraction 
des plasmldes incorpor§s selon la procedure dite de 
5 "miniprep" (Sambrook J., Fritsch E.F., et Maniatis T. , 
Molecular cloning, a laboratory manual. Cold spring harbor 
laboratory press, 1989) . Le plasmide de chaque colonie 
recombinante a 6t6 coupd par une enzyme de restriction 
appropriee et analyst sur gel d' agarose. Les plasmides 

10 possedant un insert dfetecte sous lumiSre UV aprds marc[uage 
du gel au bromure d'6thidium, ont 6t6 selectionn6s poxir le 
s4quen?age de 1' insert, apr^s hybridation avec une amorce 
complSmentaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de 
clonage du TA Cloning kit. La reaction pr^alable au 

15 s^quengage a ensuite et6 effectuSe selon la m^thode 
prSconisSe pour 1 'utilisation du kit de s6quen?age "Prism 
ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing 
kit" (Applied Biosystems, ref. 401384) et le s^quen^age 
automatique a 6t6 rfealisfe avec I'appareil "automatic 

20 sequencer", modfele 373 A Applied Biosystems selon les 
instructions du fabr leant. 

Les sequences obtenues ont ensuite 6t6 analys6es & 
l*aide des logiciels Mac Vector® et Geneworks® sur banque 
de donnees inf ormatiques Genebank®, pour les sequences 

25 nuclfeiques, et Swiss Prot®, pour les s&c[uences en acides 
amines dSduites des trames de lecture raises en Evidence 
dans les sequences nucl6iques. L* analyse des sequences 
obtenues a partir d'fechantillon viral provenant des 
surnageants LM7 d6congel6s et pur if 16 au pic d» activity 

30 transcriptase inverse sur gradient de saccharose, a mis en 
Evidence trois categories de sequences. Une premi&re 
catfegorie, correspondant a des associations art6f actuelles 
des amorces nucl6iques utilis^es pour 1 'amplification PCR, 
une deuxieme catfegorie correspondant Sl des s6c[uences sans 

35 trame de lecture ouverte consistante et une troisidme 
catSgorie correspondant ^ des sScpiences retrovirales dans 
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la region "pol" at:t:endue de par les amorces u'bilis^es, et 
presentant au moins une trame de lecture ouvertie 
cons6quente . 

Dans ce-tte troisieme categories on a pu distinguer 
5 des sequences strictement homologues & des souch.es du 
murine leukaemia virus qui ont et6 retrouv6es par la m&ne 
approche m6thodologique, dans des tubes tSmoins ne raettant 
en presence que de l"eau et 1* enzyme transcriptase inverse 
du Moloney-murine leukaemia virus utilis6e pour la 

10 synthase de I'ADNc. II est apparu evident que ces 
sequences provenaient: de contaminan'ts nucl€iques associ^s 
& cette enzyme de retrovirus murin utilisee pour cette 
etape react ionnelle* On a pu aussi y distinguer des 
sequences representees par un nombre de clones allant de 

IS un k trois, et strictement homologues Sl des retrovirus 
endogdnes humains connus. Ces mdmes sequences ont ete 
detectees dans des echanti lions temoins ne provenant pas 
de SEP, traites dans les memes conditions. Enfin, on a 
aussi pu y distinguer une seG[uence representee par une 

20 population majoritaire de clones (environ 42 % des 
clones) , relativement la representativite individuelle 
des autres sequences (tou jours inferieure Sl 5 %, voire 
10 % pour un petit nombre) , et presentant des homologies 
partielles avec des retrovirus connus dans la region ""pol** 

25 attendue. L* interrogation de la banque de donnees 
Genebank® actualisee a ce jour (version 79, novembre 93) 
n'a pas permis de mettre en evidence de sequence identicjue 
ou presentant des homologies signif icatives* 

Cette sequence est presentee dans la figure 9. 

30 Elle presente un cadre de lecture ouvert en phase avec les 
deux amorces PCR retrouvees aux extremites mais elle 3St 
plus courte que 1' ensemble des sequences retrovirales 
connues dans la region attendue entre ces amorces. Une 
"deletion" de 45 paires de bases (15 acides amines) y est 

35 observee a la suite de la sequence de 1' amorce "amont", 
alors que les sequences precedant !• amorce "aval" sont 
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pr&sentes. Cependant: la trame de lecture est: ouverte et 
ininterrompue sur toute la sequence incluant les amorces 
et: la sequence en acides amines d^duite presence une 
homologie significative avec la region correspondante des 
5 retrovirus connus. Dans la secjuence interne aux amorces 
PGR, les acides amines E, R, P et D, normalement assez 
bien conserves dans cette region pol des retrovirus et des 
virus avec activity transcriptase inverse connus (Shih et 
coll. J. Virol, 1989; 63, 64-75) sont retrouv6s conserv6s 

10 aux bonnes positions dans la trame de lecture de notre 
sequence originale. 

Etant donn6 que cette sequence est suffisamment 
divergente des secpiences rfetrovirales dejsL d^crites dans 
les banques de donnees on peut avancer qu*il s*agit d*une 

IS sequence appartenant ii un nouveau virus q[ue nous 
d^nommerons MSRV-2 A . Ce virus s • apparente a priori , 
d'aprds 1* analyse des sequences obtenues, & un retrovirus, 
mais, etant donn^e la technique utilis&e pour obtenir 
cette sequence, il pourrait aussi s*agir d'un virus & ADN 

20 dont le gSnome code pour une enzyme qui poss6de 
accessoirement une activite transcriptase inverse comme 
c*est le cas, par exemple, pour le virus de I'hfepatite 
HBV (Shih et coll. J. Virol. 1989; 63, 64-75). 

25 

EXEMPLE 6 : OBTEKTION DE CLONES, DEFXNISSANT UNE 
FAMILLE MSRV-2B, PAR AMPLIFICATION PGR "NICHEE" DES 
REGIONS POL CONSERVEES DES RETROVIRUS SUR DES PREPARATIONS 
DE VIRIONS ISSUES DES LI6NEES LM7 ET PLI-2 • 

30 

Une technique PGR derivee de la technique publiee 
par Shih et coll. a ete utilisee. Cette technique permet, 
par traitement de tous les composants du milieu 
reactionnel par la DNase, d^eliminer toute trace d*ADN 
35 contaminant. Elle permet parallelement , par 1 'utilisation 
d* amorces differentes mais chevauchantes dans deux series 
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successives de cycles d' amplifications PGR, d * augiiient:er 
les chances d' amplifier un ADNc resultant d'une quantite 
d'ARN faible au depart et encore reduite dans 
I'echantillon par 1' action parasite de la DNAse sur I'ARN; 
5 ce, d*autant plus la DNase est utilisee dans des 
conditions d* activity en excds q[ui permettent d*61iminer 
toute trace d*ADN contaminant avant inactivation de cette 
enzyme restant dans l»6chantillon par chauffage 85 
pendant 10 minutes • Par ailleurs, cette variante de la 

10 technicjue PGR d^crite par Shih et coll, a ete utilisee suit 
des fractions de virions, purifies, comme d4crit dans 
I'exemple 1, comme pr6c6demment pour les surnageants 
congel6s des cultures LM? , issus cette fois de lign^e 
lymphoblastoXde B spontanee provenant d*un nouveau cas de 

15 SEP, de la cultxire PLI-2 (ECACC n** 92072201) et de la 
culture LMTPC (ECACC n« 93 0108 17) , ces deux demi&res 
cultiires ayant €t€ obtenues selon les methodes ayant fait 
I'objet du brevet n* WO 93/20188. 

Aprds clonage avec le TA cloning kit® des produits 

20 amplifies par cette technicjue et analyse de la sequence & 
l*aide du s^quenceur automatique selon ce qui est deer it 
dans 1' exemple 1, les sequences ont etS analys6es d 
l*aide du logiciel Geneworks®, sur la dernidre version 
(79, novembre 93) a ce joxir de la banque de donn^es 

25 Genebank® • 

Cette technique a d*abord ete appliqu^e & deux 
fractions de virions purifies sur saccharose Sl partir de 
I'isolat "POL-2" produit par la lignce PLI-2 d'une part, 
et a partir de I'isolat MS7PG produit par la lignSe LM7PC 

30 d' autre part* Les sequences clon^es et sSquenc^es a partir 
de ces deux Schanti lions correspondent Si quatre 
categories. Une premidre catfegorie de sequence (type 1) , 
correspond Sl des sequences amplifiSes Sl partir de materiel 
nuclSique retroviral contaminant la transcriptase inverse 

35 du MoMuLV utilisee pour l*6tape de synthese de I'ADN 
complementaire, ainsi que cela a deja ete signal^ 
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pr^cedemment . La aeuxieme categorie (type 2), retrouvfie 
dans la major it e des clones (55 % des clones issus des 
isolats POL-2 des culture PLI-2, et, 67 % des clones issus 
des isolats MS7PG des cultures LMVPC) correspond d une 
5 famine de sequences "pol" proches mais differentes du 
retrovirus endogSne humain d6nomm6 ERV-9 ou HSERV-9. La 
troisidme catfegorie (type 3) correspond Sl des sequences 
trds fortement homologues a la s6c[uence attribufee au virus 
nomm6 MSRV-2A et obtenue prfecedemment a partir des 

10 surnageants de culture LM7 (voir exemple 1) par la 
technique non modififee de shib et coll- Cependant la 
proportion des clones de cette catfegorie est inf6rieure a 
celle qui a et6 trouv6e prec^demment sur I'isolat viral 
issu de la culture I-M7 (5 % des clones issus des isolats 

15 POL-2 des culture PLI-2, et, 6 % des clones issus des 
isolats MS7PG des cultures LM7PC) . La quatriSme catSgorie 
correspond Sl diverses sequences trouvfees gfeneralement en 
un exemplaire, ainsi qu'une de type retroviral endog&ne, 
cependant jamais retrouvfees par d'autres approches ou dans 

20 d"autres ecbantillons provenant de culture exprimant une 
activitfe transcriptase inverse de type LM7. 

La troisiSme catfegorie de sequences obtenues dans 
cette experience, est identique au sequences "pol^* de type 
MSRV-2A obtenues pr ecfedemment , a quelques mutations prds 

25 qui peuvent s'expliquer par une variability normale du 
genome viral et par des erreurs des enzymes transcriptase 
inverse et taq-polym6rase utilisees dans cette technique. 
Cependant, lors de cette deuxieme approche utilisant une 
modification de la technique decrite par Shih et coll., 

30 une duplication a priori artef actuelle de 1* amorce aval 
("amorce 3') a et6 observfee. Ceci peut provenir de la 
configuration des amorces chevauchantes utilisees pour les 
deux series de cycles d» amplification PGR (technique 
"semi-nested) . La sequence consensus de ces clones est 

35 pr6sent6e dans la figure 3. La trame de lecture 
fonctionnelle correspondante, une representation de la 
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dans la region communfement clonee, a savoir le 
r emplacement de la methionine M retrouvee dans la region 
de 1* amorce PCR par une valine V, substituant ainsi le 
motif YVDD, au motif YMDD. 
5 L • analyse dans les banques de donn^es de cette 

dernidre s^qpience, obtenue par cette technique modifi^e 
s\ir des echantillons viraux distincts, ne modifie en rien 
le fait qu'aucune homologie significative n'est trouvfee 
avec des sequences d6ja r6pertori6es dans la base de 

10 donnSes Genebank®. Cependant, une analogie certaine de la 
sequence acides amin6s avec la region 6quivalente des 
retrovirus connus existe. Cette analogie fait intervenir, 
comme dans les clones issus de la technicjue prSc^dente, 
une d616tion suivant 1' amorce amont. Cette sequence est, 

15 ici aussi, compatible avec un genome retroviral inconnu ou 
avec un genome viral ARN (transcrit en ADNc dans notre 
protocole) codant pour une enzyme ay ant une activity 
transcriptase inverse. En effet, les virus de I'hfepatite B 
et de la mosalque du choux-fleur (C£J«V) qui ne sont pas 

20 des retrovirus mais qui possddent une polymerase & 
activite transcriptase inverse ont pu etre amplifies selon 
la technique de Shih et coll- De plus, le CaMV (clone CaMV 
QG-YM) possede une deletion dans cette region mais, 
contrairement Sl notre sequence de type MSRV-2, elle se 

25 situe du c6te de 1» amorce aval (amorce 3*)* 

EXEMFLE 7 : OBTENTION DE CLONES, DEFXNXSSAMT OKE 
FAMIU.E MSRV-2B, PAR AMPLIFICATION PCR "NICHEE" DES 
REGIONS POL CONSERVEES DES RETROVIRUS SUR DES PREPARATIONS 

30 DE LYMPHOCYTES B D»UN NOUVEAU CAS DE SEP, 

Enfin, la meme technique PCR modifiee d'apres la 
technique de Shih et coll. a ete utilisee pour amplifier 
et sequencer le materiel nucieique ARN present dans une 
fraction de virions purifies au pic d' activite 

35 transcriptase inverse "de type LM7" sur gradient de 
saccharose, selon les protocoles deer its dans I'exemple 5, 
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Si pairtir d'une lignee lymphoblastolde spontan6e, ob'tenue 
par auto-immortalisation en culture de lymphocytes B d*un 
patient SEP sferopositif pour le virus d » Epstein-Barr (EBV) 
apr4s mise en culture des cellules lympholdes sanguine 
5 dans un milieu de culture appropri^ contenant une 
concentration appropriee de cyclosporine A. De meme, les 
surnageants de culture d*une lignee B obtenue dans les 
m&nes conditions d partir d*un temoin exempt de sclerose 
en plaques ont 6t6 trait&s dans les m&mes conditions et le 

10 dosage de 1* activity transcriptase inverse dans les 
fractions du gradient de saccharose s'est av6r6 n6gatif 
pairtout (bruit de fond) . La fraction 3 du gradient 
correspondant a la lignee B de SEP et la m£me fraction 
sans activity transcriptase inverse du gradient t6moin 

15 non-SEP, ont 6t6 analysSes par la mSme technic(ue RT-PCR 
que prec6demment, d^rivSe de Shih et coll., suivie des 
memes Stapes de clonage et de sSquen^age, comme dScrit 
dans l*exemple 5. 

li* analyse des clones recombinants pr61ev6s au 

20 hasard a f ourni quatre categories de sequences : une 
premiere catSgorie de sequence (type 1) , correspond & des 
sequences amplifiSes i partir de materiel nucl6ique 
retroviral contaminant la transcriptase inverse du MoMuLV 
utilis^e pour I'etape de synthese de I'ADN complement a ire. 

25 La deuxidme catfegorie (type 2), correspond une famille 
de sequences "pol" proches ma is differentes du retrovirus 
endogdne humain denomme ERV-9 ou HSERV-9, 

La quatrieme categorie correspond a diverses 
sequences trouvees genferalement en un exemplaire, ainsi 

30 qu'une de type retroviral endogene, cependant jamais 
retrouvees par d'autres approches ou dans d'autres 
echanti lions provenant de culture exprimant une activite 
transcriptase inverse de type LM7 . Les resultats sont 
presentes dans le tableau annexe. II est tout a fait 

35 notable que les sequences de type MSRV-2 soient retrouvees 
dans le seul materiel associe a un pic d» activite 
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transcriptase inverse "de type LM?" provenant de la lignee 
lymphoblastolde B de SEP, Ces sequences n^ont pas ete 
retrouvees avec le materiel de la lignee lymphoblastolde B 
t^moin (non-SEP) dans 26 clones recombinants pris au 
5 hasard. Seules les sequences contaminantes de types Mo- 
MxiLV et des sequences sans analogie rfetrovirale 
peurticuliere ont ete retrouvees chez ce tSmoin. I*a 
difference de rfesultats est a 1* evidence hautement 
significative (chi-2, p<0,001). On y constate que la 
10 sequence en acide nucleique y est tres conserv6e, 3l 
quelques mutations prSs, et que la seule variation de 
sequence acide amines observ6e dans ces clones concerne la 
m^tbionine ou la valine du site amorce 3* YMDD/YVDD. 
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TABLEAU 



REPARTITION DES SEQUENCES OBTENUES PAR PCR 
MODIFiEE D-APRES SHIH ET COLL. A PARTIR DE CULTURE" 
DE LYMPHOCYTES B D*UN PATIENT ATTEINT DE SCLEROSE 
EN PLAQUES VERSUS ON PATIENT CONTROLE 





TYPE 1 


TYPE 2 


TYPE3 
MSRV-2B 


TYPE4 


Lympho B 


0 


1 1 


A 


8 


patient SEP 












0% 


48% 


17% 


35% 


Lympho B 


5 


0 


0 


21 


patient 










non SEP 












19% 


0% 


0% 


81% 
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REVENDICATIONS 

1/ Materiel viral caracterise en ce qu'il comprend 
un acide nucl^ique comprenant: une sequence nucl6ot:idique 
consis^ant en la sequence nuclSotidique SEQ ID NOl ou sa 
5 sequence compl^men^aire, ou une sequence equivalence, 
noCanunent: une sequence nucleotidicjue, presen'tanC au moins 
50 % et pref erentiellement au moins 70 % d*homologie avec 
la sequence nucl6otidique SEQ ID NOl ou sa sequence 
compl^mentaire, et comprenant au moins 10 nucleotides 
10 contigus • 

2/ Materiel viral caract^ris^ en ce qu*il comprend 
un acide nucleique comprenant une sequence nucl^otidicjue 
consistant en une s&c[uence nucl^otidique choisie parmi 
SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04 et SEQ ID N05 et leurs 

IS sequences compl6mentaires, et leurs sequences 
^cpiivalentes , notamment les sequences nuclSotidiques d*au 
moins 10 nucleotides^ pr§sentant au moins 50 % et 
pr^f erentiellement au moins 70 % d*homologie avec I'une 
qpielconque des sequences nucieotidiques choisies parmi SEQ 

20 ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04 et SEQ ID N05 et leurs 
sequences compiementaires. 

3/ virus htunain l*etat substantiellement isoie, 
possedant une activite transcriptase inverse, apparente & 
une f2unille d" elements retroviraux endogdnes et associe & 

2S la sclerose en plaques, issu d*une souche virale possedant 
une activite transcriptase inverse, choisie parmi les 
souches virales denommees respect ivement POL*2, deposee le 
22.07.1992 aupres de I'ECACC sous le numero d'accds 
V92072202, et MS7PG deposee le 08.01.93 auprSs de I'ECACC 

30 sous le numero d*acces V93010816, et des souches variantes 
consistant en des virus comprenant au moins un antigdne 
qui est reconnu par au moins un anticorps dirige centre au 
moins un antigdne correspondant de I'un ou 1* autre des 
virus des souches virales POL-2 et MS7PG precitees. 

35 4/ virus hiimain a l"etat substantiellement isoie, 

possedant une activite transcriptase inverse, apparente H 
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une famine d*61einent:s retroviraux endogenes, et associ6 Sl 
la sclerose en plaques, produit par une lign€e cellulaire 
choisie parmi les llgnees cellulaires denonm^es 
respect ivement PLI-2 d^pos^e le 22.07.1992 auprds de 
5 I'ECACC sous le numSro d»acc6s 92072201 et IiM7PC d6pos6e 
le 08.01.93 aupr&s de l^ECACC sous le ntunero d^accds 
93010817, et toutes les cultures cellulaires infectfees 
susceptibles de produire un virus comprenant au moins un 
antigSne qui est reconnu par au moins un anticorps dirig6 
10 centre au moins un antig&ne correspondant de l»un ou 
1« autre des virus produits par les lign^es PLI-2 et IiM7PC 
pr^cit^es . 

5/ Matferiel retroviral humain, associe i la 
sclerose en plaques, caracteris^ en ce qu'il comprend un 

15 acide nucl^ique comprenant une sequence nucleotidique d'au 
moins 10 nucleotides, prfesentant au moins 50 % d'homologie 
avec une sequence nucleotidique appartenant au gdne pol du 
genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9. 

6/ Materiel retroviral, hiimain associe h la 

20 sclerose en plac[ues, caracterise en ce qu*il comprend un 
acide nucieique comprenant une sequence nucieotidiG[ue 
codant pour une secjuence peptidic[ue d*au moins 10 acides 
amines, presentant au moins 50 %, et de preference au 
moins 70 % d'homologie avec une sequence peptidique codee 

25 par le gSne pol du genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9. 

7/ Materiel retroviral humain, associe d la 
sclerose en plaques, caracterise en ce qu'il comprend un 
acide nucieique comprenant une sequence nucleotidique 
codant pour une sec[uence peptidique d'au moins 10 acides 

30 amines, presentant au moins 50 % et de preference au moins 
70 % d'homologie avec une sequence peptidique codee par la 
sequence nucleotidique SEQ ID NOl, ou sa sequence 
compiementaire, ou par toute sequence equivalente. 

8/ Materiel retroviral humain, associe Sl la 

35 sclerose en plaques, caracterise en ce qu'il comprend un 
acide nucieique comprenant une sequence nucleotidique 
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codant pour une sequence peptidique d'au moins 10 acides 
amin6s, presentant au moins 50 % et de preference au moins 
70 % d'homologie avec une sequence peptidique cod^e par 
l*une quelconque des sequences nucleotidiques choisies 
5 parmi SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04 et SEQ ID N05, 
leurs sequences compl^mentaires , et leurs sequences 
Squivalentes . 

9/ Materiel viral humain selon l*une quelconque 
des revendications 1 8, associS a un materiel viral 

10 comprenant un acide nuclSique comprenant une s6c[uence 
nucl^otidique consistant en la sequence nucl6otidique 
SEQ ID N06 ou sa sequence compl6mentaire, ou une sequence 
6quivalente, notamment une sequence nucl€otidique, 
presentant au moins 50 % et pr6f ^rentiellement au moins 

13 70 % d'homologie avec la sequence nucl^otidique SEQ ID N06 
ou sa sequence compl^mentaire, et comprenant au moins 10 
nucleotides contigus. 

10/ Lign^e cellulaire depos^e le 08.01*1993, 
aupres de 1*ECACC sous le num^ro d*acc&s 93 010817. 

20 11/ Souche virale depos6e le 08.01.1993, aupr6s de 

1*ECACC sous le numSro d*acc&s V93010816 

12/ Fragment nucl^otidique caract^risS en ce qu*il 
comprend une sequence nuclSotidique consistant en 
SEQ ID NOl ou sa sequence complfementaire, ou une sequence 

25 6quivalente, notamment une sequence nucleotidique d»au 
moins 10 nucleotides, presentant au moins 50 %, et de 
preference au moins 70 % d'homologie avec la sequence 
nucieotidic[ue SEQ ID NOl ou sa sequence compiementaire. 

13/ Fragment selon la revendication 12, 

30 caracterise en ce qu'il consiste en une sec[uence 
nucleotidique identique a SEQ ID NOl ou sa sequence 
compiementaire, ou une sequence equivalente, notamment une 
sequence nucieotidicjue, presentant au moins 50 %, et de 
preference au moins 70 % d'homologie avec la sequence 

35 nucleotidique SEQ ID NOl ou sa sequence compiementaire. 
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14/ Fragment nucleotidique caracteris6 en ce gu'il 
comprend une s6quence nucleotidique choisie parmi 
SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04 et SEQ ID N05, leurs 
sequences compl^mentaires, et leurs sequences 

5 6quivalentes, notsusment les sequences nucleotidiques d'au 
moins 10 nucleotides, prfesentant au moins 50 et de 

preference au moins 70 % d'homologie avec l*une quelconque 
des sequences nucleotidiques choisies parmi SEQ ID N02, 
SEQ ID N03, SEQ ID N04 et SEQ ID N05, et leurs sequences 

10 compiementaires* 

15/ Fragment nucieotidicjue selon la revendication 
14, caracterise en ce qu'il est identique a une sequence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04 et SEQ ID N05, leurs sequences compiementaires, 

15 et leurs sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucleotidiques d"au moins 10 nucleotides, presentant au 
moins 50 %, et de preference au moins 70 % d'homologie 
avec I'une quelconque des sequences nucleotidiques 
choisies parmi SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04 et SEQ 

20 ID N05 et leurs sequences compiementaires. 

16/ ARN ou ADN et notamment vecteur de 
replication, comprenant un fragment selon I'une des 
revendications 12 S 15. 

17/ Amorce specif ique pour 1 • amplification par 

25 polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un virus associe & 
la sclerose en plaques, caracterisee en ce qu'elle 
comprend une sequence nucleotidique identique ou 
equivalente S au moins une partie d'un fragment selon 
I'une quelconque des revendications 12 a 15, notamment une 

30 sequence nucleotidique presentant au moins 50%, et de 
preference au moins 70 % d'homologie avec au moins une 
partie dudit fragment. 

18/ Amorce selon la revendication 17, caracterisee 
en ce qu'elle possdde la sequence nucleotidique SEQ ID 

35 N07 • 
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19/ Sonde susceptible de s'hybrider specif iquement: 
avec un ARN ou un ADN d»un virus associS a la sclerose en 
plaques, caractfirisee ce c[u»elle comprend une sequence 
nuclfeotidique identique ou 6c|uivalente ^ au moins une 
5 partie d'un fragment: selon I'une quelconque des 
revendications 12 a 15, notamment une sequence 
nucl6otidi<iue prfesentant au moins 50%, et de pr6f6rence au 
moins 70 % d"homologie avec au moins une partie dudit 
fragment* 

10 20/ Sonde selon la revendication 19, caract6ris6e 

en ce qu'elle a au moins 10 nucleotides. 

21/ Utilisation d'une sonde selon la revendication 
19 ou 20, ou d*une amorce selon la revendication 17 ou 18, 
pour dStecter et/ou identifier, dans un 6chantillon 

15 biologique, un virus associe d la sclerose en plaques. 

22/ Composition tli6rapeutic[ue antisens, notamment 
pour le traitement de la sclerose en plaques, caract6ris6e 
en ce cju'elle comprend au moins une sequence nucl6otidique 
identique ou fequivalente a au moins une partie d'un 

20 fragment selon I'une quelconque des revendications 12 4 
15, noteunment une sequence nucleotidique prfesentant au 
moins 50%, et de preference au moins 70 % d"homologie avec 
au moins une partie dudit fragment. 

23/ Precede pour detecter et/ou identifier un 

25 virus associe d la sclerose en plaques, dans un 
echantillon biologique, caractdrise en ce qu^on expose un 
ARN et/ou un ADN specif ique audit virus, et/ou leur ADN 
et/ou ARN complement a ires, a au moins une sequence 
nucleotidique selon la revendication 19 ou 20* 

30 24/ Precede selon la revendication 23 caracterise 

en ce que, avant d*exposer I'ARN et/ou I'ADN ou leur ADN 
et/ou ARN compiementaires, S la sonde, on hybride ledit 
ARN et/ou ledit ADN avec au moins une amorce selon la 
revendication 17 ou 18 et on amplifie ledit ARN et/ou ADN. 

35 25/ Precede pour quantifier, dans un echantillon 

biologique, 1' expression d'un virus associe S la sclerose 
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en plaques, caract:6rise en ce qu'on expose un ARN et/ou un 

ADN specifique audit virus et/ou leur ADN et/ou ARN 

complSmentaires, & au moins une sonde selon la 

revendication 19 ou 20. 
5 26/ Peptide Sl l*Stat substantiellement isol6, cod6 

par la sequence nucl^otidique du genome d'un virus associ6 

& la sclerose en plaques, caract6ris6 en ce qu^il est cod6 

par au moins une partie d'un fragment nucl^otidique selon 

I'une des revendications 11 & 15. 
10 27/ Protfeine caract6ris6e en ce qu*elle comprend 

un peptide selon la revendication 26. 

28/ Oligopeptide caracterisfe en ce qu'il comprend 

au moins cinq aminoacides contigus d'un peptide selon la 

revendication 26. 
15 29/ Composition diagnostique, et/ou th6rapeutique 

et/ou prophylactique, caract6ris6e en ce cju'elle comprend 

au moins un peptide selon la revendication 26. 

30/ Composition diagnostique, et/ou th6rapeutique 

et/ou prophylactic[ue, caracterisSe en ce qu*elle comprend 
20 au moins une protfeine selon la revendication 27, 

31/ Composition diagnostique, et/ou th^rapeutique 

et/ou prophylactique, caract6ris6e en ce qu'elle comprend 

au moins un oligopeptide selon la revendication 28. 

32/ Composition diagnostique, et/ou th^rapeutique, 
25 et/ou vaccinale, et/ou prophylactique, caract6ris6e en ce 

qu'elle comprend un ligand specifique d'au moins un 

peptide selon la revendication 26. 

33/ Composition diagnostique, et/ou th6rapeutique, 

et/ou vaccinale, et/ou prophylactique, caract6ris6e en ce 
30 qu'elle comprend un ligand spfecifique d'au moins une 

proteine selon la revendication 27. 

34/ Composition diagnostique, et/ou therapeutique, 

et/ou vaccinale, et/ou prophylactique, caract^risee en ce 

qu'elle comprend un ligand specifique d'au moins un 
35 oligopeptide selon la revendication 28, 
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FIG 4 
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FIGS 

TC^GGGATAGCCCCCATCTATTTGGCCAGGCATTAGCGCAAGACTTG AGTC 

AATTCTCATACCTGGACACTCTTGTCCTTCAGTACATGGATGATTTACnr 

TAGTCGCCCGTTp^GAAACCTTGTGCCATGAAGCCACCCAAGAACrCTTAA 

CTTTCCTCACTACCTGTGGCTACAAGGTTTCC>W^CCAAAGGCTCGGCTCT 

GCrCACAGGAGATTAGATACTNAGGGCTAAAATTATCCAAAGGCACCAGG 

GCCCTCAGTGAGGAACGTATCCAGCCTATACTGGCrTATCCrCATCCCAAA 

ACCCTAAAGCAACTAAGAGGGTrCCrTGGCATAACAQGTTTCrGCCGAAA . 

ACAGATTCCCAGGTACASCCCAATAGCCAGACCATTATATACACTAATTA 

NGGAAACTCAGAAAGCCAATACCTATTTAGTAAGATGGACACCTACAGAA 

GTGGCTTTCCAGGGCCTAAAGAAGGCCCTAACCCAAGCCCCAGT GTTCAGC 

TTGCCAACAGGGCAAG Ai I U ICI I I A TATGCXIACAGAAAAAACAGGAAT 

AGCTCTAGGAGTCXTTACGCAGGTCTCAGGGATGAGCTTGCAACXXXJrGGT 

ATACCTGAGTAAGGAAATTGATGTAGTGGCAAAGGGTT 
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ATMnOQGIT AT3CTCATOC 
m3C3VlGMC AUUTl'iUlGC 

TMTrnGDA GATOGaCRDC 
QOOOCTMOC CAMOOOCaG 
CTTIMMQG OCaGAAAAA 
GrroOMGGA TGMCTTOCA 

CKxIClNMT AlClUMGCA 
GIGrraG?CAT CICAIGKIGT 
GTOGTIGICA GACAAOCATr 



AAATTICCTG ACTSOriGTG 
TCTOCTCWCA QSySATEftGA 
AJUJULCICA GnGAGGAACG 
CAAAMOCriA M^CSCA^d?^ 
CGAAA^OHM; ATiaXftGGT 
C17ATI7^ft3G AAACICftGAA 
lAAAO^SM^ GCTTICCM3S 
IGTICMCTT QOCAftCftGOCS 
^OGGAATOG CTCIMGftGT 
AGOOGTOQCA TSOTIGAAIA 
CICATN3TIT AiUUU'lAATC 
GrnVAAATC^ ITOiGQGAAS 
GA^OSCAIA CTOCIGCm 
U^CTD^ANrA TCMOCTCIA 
ACTIGTOCAA CTCTIAAAOC 
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